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Polymeres derives de polystyrenes et dextranes reticules, leurs procedes de preparation et leurs applications pour 
I'analyse et la purification de molecules d'origine biologique. 

© Ces resines derivees d'un (co)polymere reticule du 
styrene, ou d'un dextrane reticule, comportent une chaine de 
(co)polymere, substitute par un ou plusieurs groupes, identi- 
ques ou differents, appartenant aux categories suivantes : 
-Z-Ai : -2-A2 ; -Z-Ai-Z'-A2 ; -Z-A1-A3-A2 ; -Z-A1-A4, ou 
2 = chaine d'espacement, Z' = chatne de liaison, Ai — reste 
phosphate, A2 — reste de base purique ou pyrimidique, 
A3 - reste de sucre, et A4 — reste d'une molecule intervenant 
dans la structure polaire des divers phospholipides. EHes sont 
*J applicables pour 1'analyse et la purification de molecules 

^ d'origine bioiogique, notamment comme phase stationnaire en • - ■■• 

chromatographic d'echange d'ions et d'affinite, en particulier 

pour realiser le fractionnement de melanges de proteines. Leur ' 
interaction avec des proteines, notamment les anticorps 

anti-ADN et anti-phospholipides presents dans le serum des . .. 

^» patients atteints de LED, les rend applicables a des operations 
O d'epuration selective des differents types d'anticorps deve- 
CO loppes par les malades lupiques. 
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Description 

PolynTres derives d polystyrn s et dextran s reticules, I urs pr cedes de preparation 1 1 urs 
applicati ns p ur I'analyse et la purification de molecules d'origine blol giqu . 

La presente invention concerne de nouvelles resines qui sont constitutes par des polymeres resultant de la 
5 modification des polymeres aptes a servir de supports en chromatographie, que sont les polystyrenes et 
dextranes reticules ; la presente invention concerne egalement la preparation de ces resines, ainsi que leurs 
applications pour I'analyse et la purification de molecules d'origine biologique, notamment comme phase 
stationnaire en chromatographie dechange d'ions et d'affinite, en particulier pour realiser te fractionnement 
de melanges de proteines. Egalement, leur interaction avec des proteines, notamment les anticorps anti-ADN 

W et anti-phospholipides presents dans le serum des patients atteints de LED, les rend applicables a des 
operations d'epuration selective des differents types d'anticorps developpes par les malades lupiques. 

Ces nouvelles resines selon I'invention ont, comme originalite, de comporter des substituants copiant les 
sites chimiques de I'ADN et de certains phospholipides, et elles possedent une capacrte dechange d'ions 
beaucoup plus importante que les supports traditionnels de chromatographie. Elles se presentent, de facon 

15 classique, sous la forme de particules dans le cas des polystyrenes reticules ou de gels, dans le cas des 
dextranes reticules, ayant a leur surface, dans une repartition statistique, les differents elements suivants : 
bases puriques et pyrimidiques. pentoses, phosphates et constituants de phospholipides, fixes independam- 
ment, ou associes. sur les unites de polystyrene ou de dextrane avec des bras espaceurs de longueur ou de 
nature chimique variables ; des taux de substitution eleves peuvent etre obtenus. La presence possible des 

20 groupements phosphoryles rend ces resines particulierement interessantes en chromatographie d'echange 
d'ions. Ainsi, les resines selon la presente invention, porteuses de groupements phosphate, lesquels 
jusqualors n'avaient pu etre greffes de facon importante sur les phases stattonnaires classiques, ont des 
proprietes acido-basiques, et done, d echange d'ions, assez nettement differentes des supports habituels. 
Par ailleurs, les resines a base de polystyrenes reticules presentent I'avantage complementaire de 

25 presenter l excellente tenue mecanique du polymere de base, les rendant utilisables en chromatographie en 
phase liquide haute performance (H.P.L.C.). 

Les supports, qui ont ete developpes jusqu'ici en chromatographie d'echange d'ions, sont le plus souvent 
a base de polymeres naturels, modifies afin de porter des groupements permettant I'echange de proteines 
cationiques (groupements carboxymethyie, sulfopropyle) ou anioniques (groupements aminoethyle, 

30 diethylaminoethyle). Toutefois, ces supports sont des gels qui ne permettent qu'une utilisation en basse 
pression, ce qui iimite considerablement leur emploi a I'echelle industrielle. En effet, leur faible resistance 
mecanique Iimite, voire interdit, leur utilisation en H.P.L.C. et, en consequence, leur interet industriel. 

Pour pallier ces inconvenients, on deja recherche, pour ces applications, des supports qui, de par leur 
reticulation, possedent de bonnes proprietes mecaniques, e'est-a-dire une bonne rigidite. Parmi les 

35 polymeres qui ont ainsi ete proposes, on peut citer le polyacrylamide, le polymere trisacrylique, le 
poiy(methacrylate d'hydroxymethyle), les polymeres vinyliques. Ceperidant, les modifications chimiques, qui 
ont ete effectuees dans le but de conferer aux polymeres de base un caractere de support d'echange d'ions, 
restent souvent difficiies, et les taux de substitution obtenus sont generaJement faibles. 
Ainsi, les supports a base de polystyrene reticule avec un taux de I'ordre de 29/q de divinylbenzene, 

40 possedent une excellente tenue mecanique, mais leur forte hydrophobicite a jusqu'a maintenaht fortement 
Iimite leur usage en chromatographie des prolines. Pour qu'un tel support soit utilisable en chromatographie 
d'echange d'ions pour des produits d'origine biologique, il est necessaire qu'il soit fortement substitue par 
des motifs a la fdis hydrophiles et ionisabies. 
Les polystyrenes (et copolymers du styrene) hydrophiles fonctionnels de invention repondent aux 

45 problemes poses. II est apparu en effet que de telles resines sont toujours utilisables dans des conditions 
d'elution en chromatographie liquide haute performance, car elles resistent sans modification a des pressions 
voisines de 200 bars. 

La presente invention a d'abord pour objet un polymere derive d'un polymere ou copolymere reticule du 
styrene ou d'un dextrane reticule, caracterise par le fait que la chalne du polymere ou copolymere de base est 
50 substitute par un ou plusieurs groupes, identiques ou differents, appartenant aux categories suivantes : 

-Z-Ai ; 
-Z-A 2 ; 
-Z-Ai-Z'-A 2 ; 
55 -Z-A1-A3-A2 ; 
-Z-A1-A4 

ou : 

- Z represente une chalne d'espacement ; 
60 - Z' represente une chalne de liaison ; 

- A1 represente un reste phosphate ; 

- A2 represente le reste d'une base purique ou d'une base pyrimidique ; 

- A3 represente un reste de sucre ; et 



1 
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- A4 represente un reste d'une molecule intervenant dans la structure polaire des divers phospholipldes. 
La chaine d'espacement Z est notamment choisie parmi les restes : 

• -(CH2)n- , n valant de 1 a 6, eventuellement rendu hydrophile par remplacement d'au moins un H par un OH ; 
ou 

• -S02-NH-(CH2)m- , m valant de 1 a 6, le reste -(CH2)m etant eventuellement rendu hydrophile par 5 
remplacement d'au moins un H par un OH ; et 

• dans le cas de la modification d'un dextrane reticule, egalement -CH2-C-NH-(CH2) q -, 

6 

q valant de 1 a 6, le reste -(CH2)q- etant eventuellement rendu hydrophile par remplacement d'au moins un H 

par un OH. 10 

En particulier, on peut mentionner, comme chaines d'espacement Z, les restes -CH2- ; -(CH2)2- ; -(CH 2 )3- ; 
-S0 2 -NH-(CH 2 )2ou3- ; -SO2-NH-CHOH- ; et -SO2-NH-CH2-CHOH-CHOH- ; et, dans le cas de la modification 
d'un dextrane reticule, egalement, -CH2-C-NH-(CH 2 )2- . 

o 

Quant a la chaine de liaison Z', elle est notamment constituee par la chaine -(CH2) P - , p valant de 1 a 6, le 15 
reste -(CH2) P - etant eventuellement rendu hydrophile par remplacement d'au moins un H par un OH. 

En ce qui concerne le reste A 2l on peut mentionner, a titre d'exemples, les restes des bases puriques 
majeures que sont I'adenine et la guanine, ainsi que les restes des bases pyrimidiques majeures que sont la 
cytosine, la thymine et I'uracile. 

Le reste A3 represente notamment un reste de sucre, relie par son groupement -CH2- au reste phosphate ; 20 
a titre d'exemple, on peut citer un reste de pentose, en particulier, le reste du D-ribose (ou du 
2-desoxy-D-ribose) de formule : 

25 




OH OH <K> 30 



< 



BNSDOCID: <EP 0304377A2_L> 



35 



40 



45 



Quant au reste A4, il represente notamment une molecule esterifiee de choline, d'ethanolamine, de serine, 
de glycerol ou d'inositol. 

L'un des deux polymeres de base, qui est modifie selon la presente invention, est un homo- ou copolymere 
du styrene que Ton peut definir comme etant un polymere a partir d'un melange de monomeres de base 
comprenant, pour 100 parties en poids, 50 - 100 parties en poids de styrene eventuellement substitue comme 
I'a-methylstyrene, et 0-50 parties en poids d'au moins un monomere copolymerisable a insaturation 
ethylenique choisi notamment parmi les monomeres acryliques comme les acrylates et methacryiates 
alkyliques inferieurs, les acrylates d'alcoxy inferieurs, I'acrylonitrile, I'acryiamide, les.acrylates d'hydroxyalkyle 
inferieurs, les methacryiates d'hydroxyalkyle inferieurs, I'acide acrylique et I'acide methacrylique. De plus, ces 
polymeres du styrene sont reticules, c'est-a-dire qu'un monomere de reticulation classique choisi notamment 
parmi les polyvinylbenzenes, comme le divinylbenzene, a ete ajoute aux monomeres de depart, en une 
quantite pouvant alter jusqu'a 5 parties en poids pour 100 parties en poids desdits monomeres. 

Selon Tinvention, on utilisera, de preference, I'homopolymere du styrene, lequel est un support classique ; 
celui que I'on a utilise ici etait un polystyrene reticule avec au plus 50/0 en poids, en particulier avec 2<Vo en 
poids, d'au moins un monomere de reticulation, comme le divinylbenzene, et se presentant sous la forme de 
bilies d'une dimension voisine de 50 p.m. 

Pour simplification, on designera, dans la suite du presente memoire, les homo- et copolymeres du styrene 
par le terme ^polystyrene >. 

La substitution de la chatne du polystyrene selon Tinvention s'effectue principalement en position para du 
noyau phenyle. 

Par ailleurs, selon la presente invention, chaque groupe phenyle non implique dans la reticulation peut 
cornporter un substituant tel que defini ci-dessus. 

Le polymere reticule, qui est modifie selon Tinvention, peut egalement etre un dextrane reticule, tel qu'un 30 
dextrane substitue en parties par des groupes carboxymethyle. Les dextranes utilises peuvent etre ceux 
reticules par Tepichlorhydrine. 

La presente invention a encore pour objet un procede de preparation du polymere derive du polystyrene ou 
dextrane reticule, tel que defini ci-dessus, caracterise par le fait qu'il comporte la fixation sur le polymere ou 
copolymere reticule de base (polystyrene ou dextrane), en une ou plusieurs etapes, d'un reste -Z-OH, ou, 
dans le cas du polymere ou copolymere du styrene, d'un reste -Z-X (ou X represente un halogene et Z est tel 
que defini ci-dessus), puis 

(I) dans le cas ou Ton a fixe un reste -Z-X, la reaction du polystyrene ainsi modifie avec une base 
purique ou pyrimidique, afin de former le substituant -Z-A2; 

(II) dans le cas ou Ton a fixe un reste -Z-OH, 



50 



60 
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(Ila) la phosphorylation du polymere ou copolymere ainsi modifi6, afin de former le substituant 
-Z-Ai; puis 

• lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-Ai-Z'-A2, la reaction du r ste -Z-Ai avec une base 
purique modifiee schematisee par la formule : 




(I ) 



■ 

Z' -OH 



ou avec une base pyrimidique modifiee schematisee par la formule : 




• lorque I on souhaite former le substituant -Z-A1-A3-A2, la reaction du reste -Z-A1 avec un 
nucleoside de formule resultant de la liaison de I'azote 9 d une base purique ou de I'azote 1 
d'une base pyrimidique avec le carbone V d'un sucre ; 

• lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-A1-A4, la reaction du groupement -Z-A1 avec une 
molecule intervenant dans la structure polaire des divers phospholipides ; ou bien 

(Mb) lorsque I'on souhaite former directement le substituant -Z- A1-A3-A2, la reaction du polymere 
ou copolymere ainsi modifie avec un nucleoside monophosphate de formule A1-A3-A2 ; 

(lie) lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-Ai-Z'-A2, la reaction du polymere ou 
copolymere ainsi modifie avec une base purique transformee schematisee par la formule : 




(la) 



et qui est obtenue par phosphorylation de la base purique modifiee de formule (I), ou avec une base 
pyrimidique transformee schematisee par la formule : 




(Ila) 



et qui est obtenue par la phosphorylation de la base pyrimidique modifiee d formule (II) ; ou bien 

(Hd) lorsqu'on souhaite former le substituant -Z-A1-A4. la reaction du polymere ou copolymere 
ainsi modifie avec un reste A4 phosphoryle. 
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Dans le cas ou Ton utilise, comme polymere de depart, un polystyrene reticule : 

1) On peut commencer par fixer, sur le polystyrene de depart, le radical -CH2-X, en faisant reagir ledit 
polystyrene avec un halomethyl methyl ether en presence de chlorure stannique. 

2) On peut egalement commencer par fixer, sur le polystyrene de depart, le radical -CH 2 OH, en faisant 
reagir, en presence d'un catalyseur transfert de phase, la resine obtenue comme indique ci-dessus, 
c'est-a-dire modifiee par des radicaux -CH 2 -X, avec Pacetate de potassium, puis en hydrolysant I'acetate 
obtenu par la potasse concentree. 

3) On peut egalement commencer par fixer, sur le polystyrene de depart, le radical ■ CH2-CH2-OH, 

• en faisant reagir la resine modifiee de facon a porter des radicaux -CH 2 -X avec le cyanure de sodium, en 
presence d'un catalyseur transfert de phase, pour obtenir le substituant -CH 2 -C s N ; 

• puis en faisant reagir le polystyrene ainsl modifie avec i'acide chlorhydrique en milieu alcoolique, afin 
d'obtenir le substituant -CH2-COOH ; 

• puis en reduisant par le diborane, afin d'obtenir le susbtituant -CH2-CH2-OH. 

4) On peut egalement commencer par fixer, sur le polystyrene de depart, le radical -CH2-CH2-CH 2 -OH, 

• en condensant un malonate d'alkyle sur la resine comportant des groupes -CH 2 -X, afin d'obtenir le 
substituant: 

COOR 

/ 

- CH 2 -CH 

\ 

COOR 



(R etant un reste alkyle) ; 

• puis, en hydrolysant la fonction diester ainsi obtenue pour donner une f onction diacide a laquelle on fait 
subir une decarboxylation en milieu acide, afin d'obtenir le substituant -CH2-CH2-COOH ; 

• puis en reduisant par le diborane afin d'obtenir le substituant -CH2-CH2-CH2-OH. 

5) On peut egalement commencer par fixer sur le polystyrene de depart, le radical -S0 2 -NH-(CH2) 2 ou 
3-OH, 

• en faisant reagir I'acide chlorosulfonique sur le polystyrene de depart, de facon a obtenir le substituant 
-SO2CI, 

• puis en faisant agir I'ethanolamine ou la propanolamine sur le substituant precite. 

6) On peut egalement commencer par fixer sur le polystyrene de depart, le radical -SO2-NH-CH2- 
CHOH-CH2OH, 

• en faisant reagir I'acide chlorosulfonique sur le polystyrene de depart, de fapon a obtenir le substituant 
-SO2CI ; 

• puis en faisant agir l'amino-3 propanediol-1 ,2 sur le substituant precite. 

Dans le cas ou Ton utilise, comme polymere de depart, un dextrane reticule, on peut commencer par y fixer 
le radical -NH-(CH 2 ) q -OH, q allant de 1 a 6, par reaction avec un halogenure de thionyle, puis par reaction avec 
une amine de formule OH-(CH 2 ) q -NH2 ou bien, a I'aide d'un agent de couplage, par condensation avec ladite 
amine hydroxylee. 

On realise avantageusement la phosphorylation a I'aide du dichlorophosphate de methyle, de I acide 
phosphoreux ou de Poxychlorure de phosphore, et notamment, a I'aide de i'oxychlorure de phosphore. 

Pour preparer les bases modifiees de formules (I) ou (II) dans lesquelles Z' = -CH 2 -CH2- on fait reagir la 
base avec le carbonate d'ethylene en presence d'un catalyseur transfert de phase. 

On realise la reaction du reste -Z-A1 sur les bases modifiees des formules (I) ou (II) a I'aide d'un agent de 
couplage, tel que la N.N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI). 

Enfin, on prepare une base modifiee de formule (la) ou (Ha) en phosphorylaht avec POCI3 la base 
correspondante de formule respectivement (I) ou (II), puis on condense ladite base de formule (la) ou (lla) sur 
ie substituant -Z-OH a I'aide d'un agent de couplage, tel que la DCCI. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation du polymere derive d'un polystyrene ou dextrane 
reticule, tel que defini ci-dessus, comme phase stationnaire en chromatographie d'echanges d'ions, et, 
particulierement pour le fractionnement de melanges proteiques, ainsi que comme phase stationnaire en 
chromatographie d'affinite, par exemple pour realiser des epurations selectives des differentes types 
d'anticorps developpes par les malades lupiques (anticorps anti-ADN, anti-coagulants circulants et 
anti-phospholipides). On peut egalement mentionner la purification, par chromatographie d'affinite ou 
d'echange d'ions, des enzymes, co-enzymes, ou complexes enzymatiques admettant comme substrats, 
I'ADN, I'ARN et les nucleotides ; ainsi que la purification, a partir de divers extraits plasmatiques, des facteurs 
de la coagulation sanguine, notamment les facteurs II, VII, IX et X. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation du polymere derive d'un polystyrene ou dextrane 
reticule, tel que defini ci-dessus, pour la purification des molecules d'origine biologique, telles que les 
proteines intervenant au cours du processus de la coagulation sanguine, et dans des syst^mes d'analyse 
biologique, tels que RIA, ELISA, electrophorese, immunoelectrophorese mono- et bi-dimensionnelle, 
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electrofocalisation, etc. A titre d*exemp!e, on peut citer les dosag s des differents types d'anticorps lupiques, 
et, notamment, le dosage des anticoagulants circulants et/ou des anti-phospholipides. 

Pour mieux illustrer la presente invention, on en decrira ci-apres plusieurs modes de mis en o uvre L s 
Exemples A a H concernent fa preparation de differentes resines de polystyrene modrfie s intermedial r s 
5 dans la preparation des resines selon la presente invention. Les Exemples 1 a 7 concernent la preparation de 
differentes resines selon la presente invention. Les resultats de microanalyse pour chacune des resines mises 
en jeu sont rapportes dans le tableau III qui fait suite a I'Exemple 6. Les Exemples 8 a 12 illustrent les 
differentes utilisations des resines selon I'invention. 

10 Example A 



15 



Preparation du poly(parachloromethylstyrene) 



20 



-Chb-CH- 



25 




OJ-+ ClCH 2 OCH 3 "" v -^> (QJ + CH 3 0H 



CH 2 Cl 



30 



On place 24,5 g (235 meq) de polystyrene (FLUKA) dans 250 ml (4000 meq) de CH2CI2 sous agitation, 
pendant 4 heures. On ajoute, a 0°C, 45 ml (600 meq) de CICH2OCH3 et 10 ml (85 meq) de SnCU. puis on 
maintient Tagitation, a la temperature ambiante, pendant 2 heures et demie. Ensuite, on filtre et on laisse en 
suspension la resine dans CH2CI2, puis dans un melange HCI 3N (1/4)/dioxanne (3/4), des melanges < 
^ dioxanne/H20 en quantites croissantes de dioxanne, du methanol et du CH2CI2. 

Le rendement est superieur a 8CK>/o. 

Cette resine PS-CH2CI servira de base pour de nombreuses reactions. 

40 



45 



50 



55 



SO 
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TABLEAU I 



DOSAGE ARGENTI METRIQUE PS-C^ CI 



Meq/g de - CH^Cl 



% CI en g/100 z 



(microanal yse ) 



5, 1 



5, 3 



5, 8 



(5, 15) 



<5, 7) 



18, 1 



18, 8 



20, 6 



(IS, 8) 



<18, 3) 



(20, 1) 



% de Substitution 77,3 



81 



88 



(81, 1), 



(78, 5) 



(86, 5) 



10 



15 



* Le taux de chlore de la resine preparee est determine par 
dosage des ions chlorure liberes par hydrolyse par la 
butylamine. Apres avoir acidifie la suspension, le dosage 
est effectu£ a. I 1 aide d* une Electrode indicatrice d* argent 
par une solution de nitrate d' argent. 



20 



25 



Exemple B 



30 



Preparation du poly(parachlorosulfonylstyrene) 



35 



CH 2 -CH- 



Q) +HS0 3 CI 



CH 2 -CH- 




HCl 



SO3H 



40 



45 



2&me etape : 



-CH 2 -CH~ 




+ HSO3CI 



SO3H 



-CH 2 -CH- 




4- H 2 S0 4 



so 2 a 



50 



55 



60 



Le symbols PS remplacera, dans la suite du present memoire, le polystyrene substitue en position para. 

On place 2,6 g (25 meq) de polystyrene (FLUKA) dans 125 ml (2000 meq) de CH2CI2, sous agitation, 65 
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pendant 4 heures, a fa temperature ambiante. On ajoute nsuite 15 ml (225 meq) d HSO3CI et on laisse 1 
heure sous agitation. On filtre avec CH2CI2, puis de I'acetone et du CH 2 Cl2, et on utilise immediatement le 
produit obtenu pour reagir avec I'ethanolamine, la propanolamine ou Tamino-3 propan diol-1,2. 
Le rendement total est voisin de 8OO/0. 



TABLEAU II 



10 



15 





DOSAGE 


ARGENTI METRI QUE * DE 


PS- SO, CI 


Meq/ g cie - 


SO„Cl 

c 


% CI en g/100 g 


% de substitution 


3, 65 




13, 7 


78, 2 


3, se 




13, S 


78, 5 



20 



25 



* Le tau:-; de chlore de la reslne preparee est determine par 
dosage des Ions cnlcrure liberes par hydrolyse par la soude. 
Apres avoir scidifie la suspension, le dosage est effect ue a 
I'aide d' une electrode indlcatrlce d* argent par une solution 
de nitrate d* argent. 



30 



Exemple C 



35 



Preparation du poly(parahydroxymethylstyrene) 



40 



PS-CH 2 CI+CH 3 -COOk > PS-CH 2 -Q-C-CH 3 + KCi 



C.T.P* 



li 
0 



45 



50 



55 



* C. T. P. = catalyseur de transfert de phase const it ue par du 

chlorure ' de t ricapryl ylmet hyl ammonium 

2eme etape : 



ps-ch ? -o-c 

0 



CH3 + K0H 



C.T.R 



+ PS-CH,0H +CH3COOK 



60 



* C. T. P. = catalyseur de transfert de phase const itue par du 

chlorure de t r i capr y 1 y 1 me t hy 1 ommoni um 



65 



On place 10 g (55 meq) de PS-CH2CI dans 70 ml (620 meq) de C 6 H 4 Cl2 sous agitation, pendant 1 heure. On 



8 
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ajoute 15 g de CH3COOK dissous dans 30 ml d'eau, 3 ml de catalyseur, et on place le ballon dans un bain 
d'huile a 85-90° C, pendant environ 30 heures ; puis, sans separer, on ajoute, dans le ballon, 15 g de KOH 
dissous dans 15 ml d'eau et 1 ml de catalyseur qu'on laisse toujours a ia meme temperature pendant 45 
heures. Ensuite, on filtre avec de I'eau, puis des melanges hteO/tetrahydrofuranne de plus en plus concentres 
en t'trahydrofuranne, du methanol et du CH2CI2. 

Malgre la reaction en phase heterogene, la reaction s' ffectue de facon quasi totale. 

Exempte D 



Preparation du poly(paracarboxymethylstyrene) 



PS-CH 2 CI+NqC = N C.T.R a PS-CH 2 C = N-|.NaCl 

+ 

C 2 H 5 OH + HCl 
\ 



j 



PS-CH 2 -CO-NH 2 > PS-CH 2 -COOH + NH 3 

* C. T« P. = catalyseur de transfert de phase constitue par 

C <C 4 H 9 > 4 N + t "S0 4 H3 



Dans un premier stade, on dissout, a chaud, 3,5 g de NaC=N dans 50 ml de N,N-dimethylformamide, on 
ajoute 5 g (26 meq) de PS-CH 2 CI, 50 ml de N.N-dimethylformamide et 1,2 g (3,5 meq) de [ (dHgUNVSCUH], 
que Ton porte a 80° C pendant 24 heures, on filtre ensuite en effectuant les lavages classiques avec H2O, le 
dioxanne, le methanol, CH2CI2, et on seche la resine formee qui est la paracyanomethylstyrene PS-CH2-C = N. 

Dans un second stade, on place 2 g (11 meq) de PS-CH2-C = N et un melange HCI concentre (37,5 
ml)/ethanol (12,5 ml) dans une ampoule de verre que I'on scelle. On porte I'ampoule a 110°C, pendant 30 
heures, sous agitation, puis, toujours sous agitation, pendant 4 heures a la temperature ambiante ; on ouvre 
I'ampoule (placee dans un bain de glace), et, de nouveau, on agite a la temperature ambiante, pendant 4 
heures. On plonge le produit obtenu dans un melange d'eau et de methanol ; on filtre ensuite avec de plus en 
plus de methanol ; ensuite, on place le produit pendant une dizaine d'heures en suspension dans de la soude 
5N ; on filtre a I'eau, puis dans de la soude 10" 2 N ; on filtre a Peau (on obtient PS-CH 2 -COONa). On laisse alors 
en suspension dans un melange HCI 3N(50) / dioxanne (50) pendant une dizaine d'heures, et on effectue les 
titrations avec H2O, le dioxanne, le methanol et CH2CI2 

Exemple E 



Preparation du poly(paracarboxyethylstyrene) 
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PS-CH 2 Cl + CH 2 <; 



y 2 5 co ? k 2>ps _ ch / 



COOC 2 H 5 



/0 



/5 



25 




20 hio° c 



■COOC 2 H 5 C.T.R 



, „ +HC1 
\COOC 2 H 5 ^ 



2, NaOH 



PS— CH 



/ 



COOH 



o— CH/ rnnu < — PS-CHo-CH^ +C ? H q 
^ \COOH 2 HQ ^ \COONa L b 



COONa 



OH 



PS-CH 2 --CH 2 -CQOH -t- CC^ 



50 



On dissout, a chaud, 5 g de CO3K2 dans 50 ml de N,N-dimfethylformamide, puis on ajoute 1 g de sulfate de 
tetrabutylammonium, 2 g (11 meq) de PS-CH2CI et 15 ml (100 meq) de (COOC2Hs)2CH2, a 85° C, pendant 24 
35 heures. On filtre ensuite avec de I'eau, du tetrahydrofuranne. du methanol et CH2CI2. 

Ensuite, 1 g du diester obtenu est mis sous agitation dans 15 ml d'ethanol pendant 2 heures. On rajoule 50 
ml de NaOH 5N, et Ton agite pendant 15 heures. Apres filtration a I'eau, on met en suspension la r6sine dans 
100 ml d'HCI 5N, a 110°C, pendant 24 heures ; puis, on filtre avec H2O, du dioxanne, du methanol et CH2CI2. 

40 Exemple F1 



Preparation des composes PS-(CH2)n-i^-CH20H 

45 



50 



\ h\ + 3lH 2 +3PS{CH^C00H — 3PMC^KH 2 OH + B(0H, : 



55 Ce premier procede utilise une solution commerciale molaire de B2H6 dans le tetrahydrofuranne et reagit a 
0°C suivant les deux reactions ci-dessus a 95<Vo. 

Ayant eu bien soin de tout secher avant, on place 0,8 g (3,5 meq) de PS-(CH2)i,2-COOH dans 35 ml de 
tetrahydrofuranne anhydre pendant 30 minutes ; puis en met le ballon dans un bain a -5°C. -10°C, pendant 1 
heure. A I'aide d'une seringue, on injecte ensuite lentement 18 ml d'un melange B2He/tetrahydrofuranne 1 M, 

00 toujours dans le bain a la meme temperature. On laisse agiter pendant 1 heure ; on porte le ballon a 35° C 
pendant 6 heures, puis a la temperature ambiante pendant une trentaine d'heures. On additionne enfin un 
melange H2O (50) /tetrahydrofuranne (50), on filtre avec de I'eau, on laisse ensuite agiter dans une solution 
(Ha, 1N, dioxanne) pendant 15 heures ; on filtre et on met en suspension dans NaOH 1N, puis plusieurs fois 
dans NaOH 10 -2 N pendant 40 heures environ et on filtre av c de I'eau, du methanol t CH2CI2. 

65 
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Preparation d s omposes PS-(CH2)n=i,2-CH20H 



I 3NaBH 4 4- 4BP3 : — > 2.E^fe 4-3NbBF 4 

[] ^ B2H 6 +3H 2 '+3PS^CH 2 )-COOH 3 PSfc^tyjH + B(0H) 3 



Ce second procede necessite la preparation du diborane <lin s\tu> par action du borohydrure de sodium 
(NaBhU) sur un melange de trifluorure de bore et de methoxy-2 ethyl ether H diglyme >)> en presence de la 
resine PS-(CH2)n~i,2-COOH, suivant les reactions I, puis II et III 

1 g (4 meq) de resine bien seche est mis en suspension dans 20 ml de diglyme pendant 1 heure. On 
introduit, a I'aide d'une fiole, 4,5 ml d'une solution preparee par dissolution de 1 g de NaBhU dans 25 ml de 
diglyme (4,7 meq). On injecte ensuite ientement une solution de [0,75 ml (BF3, (C2H5)-0), 1,25 ml diglyme]. 
Puis on additionne, Ientement, a I'aide d'une ampoule, un melange H2O (50)/diglyme (50). On verse le tout 
dans 200 ml d'eau. On filtre avec de I'eau, du dioxanne, du methanol et CH2CI2. 

Exemple G 

Preparation du poly(para N-hydroxyethylsuSfamidestyrene) et du poly(para N-hydroxypropylsulfamide 
styrene) 



PS-SkCU O-fCH^OH > PS-SC^CHiOH +- -HCl 

nz2 y 3 nr2,3 



On place 5,1 g (20 meq) de PS-SO2CI dans 50 ml de CH2CI2, sous agitation, pendant 1 heure. On ajoute 28 
ml (450 meq) d'ethanolamine ou 35 ml de propanolamine (450 meq) portes a 50° C, pendant 24 heures. On filtre 
ensuite avec CH2CI2 et avec de I'eau. On agite pendant 2 heures le produit obtenu dans un melange HCl 2N 
(1/4)/H20 (3/4) ; on filtre et on agite ensuite dans I'eau, le tetrahydrofuranne et CH2CI2. 

Les rendements sont superieurs a 90<>/o. 

Exemple H 

Preparation du po1y(para N-dihydroxy-1,2 propylsuifamidestyrene) 

PS-SO^U H^-CH^CHOH-C^OH > PS^ 

+HC.I 

On place 4 g (.16 meq) de PS-SO2CI + 10 ml de CH2CI2 + 8 ml (130 meq) d'amino-3 propanediol-1,2 a 
temperature ambiante, pendant 1 heure, puis a 50° C, sous agitation pendant 5 heures ; et, enfin, a la 
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temperature ambiante t pendant 2 heures ; puis, on filtre avec CH2CI2 et de I'eau ; on agite pendant 2 heures 
dans HCI (0,3 N), on filtr avec de I'eau t CH 2 C! 2 . 

Exemple 1 

5 



Phosphorylation des reslnes hydroxylees 

10 

0 



» PS-SOj-NMCHJ-OH-^PS-SOj-NH-KH,) -0-P-OH 

OH 
I 

FS-SO -NH-CH -CH -CH 0 OH — PS-SOv-NH-CH^-CH-CH^-O-P-OH 
2 I * C 1 " II 

25 OH OH O 



30 



35 



PS-(CH 2 )-<0H 



0 



PS-(CH 2 ) -0-P-OH 



1,2,3 



OH 



40 



A - Phosphorylation a l aide du dichlorophosphate de methyle 

L'action du dichlorophosphate de methyle sur la pyridine, puis de leur action sur un alcool a ete decrite par 
J. SMURT et J. CATLIN dans "Tetrahedron Letters", n° 58, pages 5081-82 (1970), puis par M. RUBINSTEIN et 
A. PATCHORNIK. dans "Tetrahedron Letters", vol. 31 , pages 2107-21 10 (1975). Dans une premiere etape, il se 
forme le sel de N-methylpyridinium dichlorophosphate qui reagit ensuite sur un alcool. 



55 



60 



65 
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Cette methode a ete effectuee sur les deux families de resines indiquees en tete de cet exemple : 
On place, a 0°C, 50 ml de pyridine anhydre et 5 ml (50 meq) de dlchlorophosphate de methyle, pendant 1/2 
heure. On verse 2 g (environ 10 meq) de la resine hydroxylee choisie, sous agitation, a la temperature 
ambiante, pendant 24 heures. On verse ensuite le tout dans 400 ml de COaHNa a 10%, sous agitation, 
pendant 4 heures ; on filtre ; on met en suspension le produit obtenu dans HCI (1N) puis on filtre et on agite 
dans I'eau, le dioxanne et CH2CI2. 



B - Phosphorylation a I'aide de I'acide phosphoreux. 

Le principe de cette methode s'appuie sur Particle de H. TAKAKU ; Y. SHIMADA ; H. OKA, dans "Chem. 
Pharm. Bull", vol. 21, n° 8, pages 1844-45 (1973)", suivant lequel on utilise I'acide phosphoreux comme agent 
de phosphorylation. La reaction peut etre decomposee en deux stades : tout d'abord I'acide phosphoreux 
H3PO3 sur le N-methylimidazole en presence de chlorure mercurique HgCl2, forme le sel de N-phosphoryl- 
N'-methylimidazole, qui agit ensuite sur un alcool pour former un phosphate substitue, c'est-a-dire : 



0 



HO-P-Hi-N N-CH 



OH 



V 



0 

>H0f-K© N-CH 

Hg(D) 0 
I 

Hg(o) 




'3 



ZOH 




Cette methode a ete effectuee sur les deux families de resines indiquees en tete de cet exemple. 

On place 15 ml de N-methylimidazole (180 meq), 4,1 g (15 meq) d'HgCte et 1 ,5 g (15 meq) cTHsPpa dans^un 
ballon a 80° C, pendant 2 heures. On ajoute 2 g (environ 10 meq) de resine hydroxylee, toujours a 80° C, 
pendant 24 heures. On filtre a I'eau et on verse le tout dans 400 rnl de bicarbonate de soude sature ; on filtre 
avec de I'eau, du dioxanne, du methanol et CH2CI2. 

C - Phosphorylation a I'aide de Toxychlorure de phosphore. 



La reaction peut etre representee ainsi 
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10 



15 



CI (O)P-(OCH ) CI 

I I 

C=P-CI + HO-Z ^ O^P-O-Z + HC1 

I I 
CI CI 



H 2 0 



CH 
! 

0=P-0-Z 

I 

OH 



2 Q Cette methode a ete effectuee sur les trois families de resines indiquees en tete de cet exemple. 

1 g (5 meq) de resine hydroxylee est melange a 10 ml de PO-(OCH3>3 et a 1 ,5 g (10 meq) de POCI3 ; le tout 
est porte a 60° C, pendant 24 heures, puis verse dans feau et on lave avec le tetrahydrofuranne, le methanol et 
CH2CI2. 

On a obtenu, en particulier, la transformation du poly ( hydroxy ethyl styrene) en son compose phosphoryle 
25 dans lequel les groupes desires 



OH 
I 

PS- <CH„>„-0-P-OH 
30 c c H 

O 



35 



40 



45 



50 



representent 780/o de la masse de la resine. 
Exemple 2 

A - Fixation de Turacile sur le polystyrene chloromethyle 



1 




PS-CH 2 CUH-N^ ^HCI + PS-C H 2 -N' 



\ 




On place 2 g (10,6 meq) de PS-CH2CI dans 20 ml de dim6thy1sulfoxyde anhydre dans un ballon bien sec avec 
une garde en CaCI 2 ; on ajoute 2,1 g (19 meq) d uracile dissous a chaud dans 30 ml de dimethylsulfoxyde, et 
55 4,5 g de CO3K2 et 80 ml de dimethylsulfoxyde. On porte le ballon a 40° C sous argon pendant 10 heures. On 
verse la solution dans 600 ml d'eau glacee que Ton agite pendant 2 heures. On filtre avec de I'eau, des 
melanges H 2 0/tetrahydrofuranne de plus en plus concentres en tetrahydrofuranne, du methanol et CH2CI2. 

Le taux de substitution du polystyrene est de 59<Vo. 

B - Fixation d'autres bases sur le polystyrene chloromethyle. 

• De la meme facon que precedemment, on a fixe, sur la resin PS-CH 2 CI, dans I dimethylsurfoxyde et en 
presence de carbonate de potassium, la cytosine, la thymine, I'adenine et la guanine, pour obtenir les resines 
modifiees respectives suivantes, les taux substitution du polystyrene etant respectivement 53, 39. 74 et 89<>/o : 

65 
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NH 



2 




N 



cytosine Q^\^ 



PS-CH 



2 



0 



HN 




thymine 



o 




PS-CH 



CH 



Adenine 




Guanine 




PS-CH 2 



• Egalement. on a fixe I'adenine sur la resine PS-CH2CI en conduisant la reaction dans rorthodichloroben- 
zene, en presence de potasse. 

Exemple 3 



Fixation de bases sur la resine 



OH 
1 

PS-<CH ) -O-P-OH 
Z « 
0 



On prepare des bases N-hydroxyethylees en faisant reagir la base choisle avec le carbonate d'ethylene en 
presence du catalyseur transfert de phase [ (C4H9)4N® e Br] dans le N.N-dimethylformamide anhydre. II est 
facile d'obtenir les produits purs par cristallisation. 

II est possible de condenser ces bases N-hydroxyethylees avec la resine 



OH 
I 

PS-<CH o ) n -0-P-0H 
2 2 If 



a I'aide de laN.N'-dicyclohexylcarbodiimide (D.C.C.I.) dans le N,N-dimethylformamide. Le mecanisme d'action 
de la D.C.C.r est le suivant : 
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I 

OH OH NH 

5 R-P-OH + ( \~u=C = U-{ \ -» . R-P-O-C j v + R* OH -* 

" V— / * '« % 

o o N 




10 



OH 
I 



75 R-P-O-R 1 + ( >HN-C-NH-( ^\ 




n n ' ii 

o O 



20 



La N.N'-dicyclohexyluree est infiniment soluble dans le KN-dimethylformamide et I'ethanol a chaud. 
25 • Lorqu'on utilise I'adenine comme base, le schema reactionnel est le suivant : 



30 ! Z » ^ 

/VSl CH 2 -CH 2 =.t.p. A^N 

0 CH 2 - CH 2-OH 



35 



H 



40 



'2 

(H-9, bydroxy6thylad6nlne> 



45 OH 

( 

P.S "(^ Ho)n "0-P-ON + <N-9,hydroxy6thylad6nlne) 

1 1 „ 



50 



0 



55 



ft 



60 



0 



On realise la condensation avec 1 meq/g de substitution en < hydroxyethylphosphate hydroxyethyladeni- 
65 ne> (soit 39o/o en masse) sur le polystyrene, tout en laissant 0.9 meq/g de substitution en 
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<3 hydroxyethylphosphate > (soit 220/o en masse). 

• Lorsque Ton utilise la cytosine comme base, on commence par preparer la N,1-hydroxyethylcytosine de 
formule : 

H? Sh 

I 



CH 2 -CH 2 -OH 



On realise la condensation de la N, 1-hydroxyethylcytosine sur 



OH 
I 

PS-CCH^-O-P-OH 
* c II 



avec 0,95 meq/g de substitution en -^hydroxyethylphosphate hydroxyethylcytosine > (soit 34<Vo en masse) 
sur le polystyrene, tout en laissant 1,3 meq/g de substitution en < hydroxyethylphosphate ^> (soit 300/o en 
masse) 

• Lorsqu'on utilise la thymine comme base, on commence par preparer la N,1-hydroxyethylthymine de 
formule : 




On realise la condensation de la N,1-hydroxyethylthymine sur 



FS-(CrL> 0 



OH 
I 

-O-P-OH 
il 
O 



avec 0,95 meq/g de substitution en < hydroxyethylphosphate hydroxy ethylthymine > (soit 12% en masse) sur 
le polystyrene, tout en laissant 1,8 meq/g de substitution en < hydroxyethylphosphate > (soit 42<>/o en masse). 

Exemple 4 
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Fixation de bases hydroxyethyl phosphate sur le po(y(parahydr xyethylstyrene) 



10 



25 



30 



35 



40 



50 



55 



60 



65 



OH 
I 

PS- <CH„ > o -0H + base-CH^-CH^-O-P-OH 

I! 



OH 
I 

-* PS- <CH 0 > . -O-P-O- (CH^)^-base 

15 <- * n 



20 Dans le cas ou la base est I'adenine, on commence par preparer I'adenine N-9,hydroxyethyl phosphate de 
formule : 



NH 2 

HC IJ j 

CM„-CM 2 -0-P-OH 

H . 
0 



A cet effet, on realise la phosphorylation, avec POCb, de la N,9-hydroxyethyladenine, puis on condense le 
produit obtenu avec le poly(hydroxyethylstyrene) a I'aide de la N.N'-dicyclohexylcarbodiimide, comme decrit 
a I'Exemple 3. 

On a ainsi obtenu 1,03 meq/g de substitution (analyse identique avec P ou N), soit 40% en masse de la 
molecule contenant le phosphodiester et I'adenine, le reste de la resine etant constitue par du polystyrene 
substitue par des groupes hydroxyethyle et/ou hydroxymethyle, et par du polystyrene non substitue. 

Exemple 5 



Preparation de la resine : 
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A : Fixation d'adenosine sur la resine 



O 
H 

PS- CCH ) -O-P-OH 

OH 



La resine (2,5 meq) est mise a gonfler dans 18 ml de D. M. F. On ajoute alors 1,3 g d'adenosine et 10 mi 
d'eau. Le ballon est porte a 105°C pendant 2 heures et demi. Apres 2 evaporations sous vide et remise en 
suspension dans du D. M. F. anhydre, on ajoute 7 g de DCCI avec 50 ml de D. M. F.anhydre et on laisse 
I'ensemble 18 heures a. 110°C. La resine est successivement lavee avec du D. M. F. et de Tethanol chaud. 

La condensation de ("adenosine donne 0,34 meq/g de substitution (soit 16,3°/o) et 2,54 meq/g de 
poly( hydroxy ethyl phosphate) styrene (580/o). 

B : Fixation d'adenosine monophosphate sur PS-(CH2)2-OH 

On procede de la meme fa9on qu'a TExemple 5 A, en mettant en contact 0,4 g de resine (2,4 meq) avec 0,9 g 
d'adenosine monophosphate (2,6 meq). 

On obtient ainsi 8% de substitution avec ainsi la meme proportion de groupements phosphate, de sucre et 
de base. Le reste de la resine est constltue de motifs hydroxyle. 
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Exemple 6 : Fixation de composants des phospholipides 



A - Fixation de la phosphocholine sur le poly(para hydroxyethyl styrene) 




O CH 



a) Premiere methode 

Comme il est decrit par H. J. LUCUS et at, < J. Am. Chem. Soc. 72, p 5491 (1950) > , la reaction de PCI3 avec 
I'ethylene glycol forme le 2-chloro-1,3-2-dioxaphospholane ; apres oxydation dans le benzene anhydre, on 
obtient le 2-chloro-2-oxo-1,3-2-dioxaphospholane : 



Ce compose est ensuite condense a -10° C dans le dichloromethane avec un polystyrene hydroxyethyl. On 
obtient ainsi le motif : 



Le cycle est alors ouvert avec une solution a 20% de trimethylamine dans le T. H. F., afin d'obtenir 1 meq/g 
de substitution (soit 32%). 

b) Deuxieme methode 

On peut realiser le meme polymere en condensant sur le poly (hydroxyethyl styrene), le bromoethyl 
dichlorophosphate qui est obtenu par phosphorylation du bromoethanol par Toxychlorure de phosphore. Le 
polymere phosphoryle resultant est ensuite substitue par une solution de trimethylamine ; on obtient ainsi 1,8 
meq/g de substitution (soit 56% de la masse de resine). 

B - Fixation de ia phosphoserine sur le poly(para hydroxyethyl styrene) 





23 



0304377A2J_> 



EP 0 304 377 A2 



OH WH 

PS-CH -CH -O-P-O-CH -CH-COOH 

B 2 



La resine (5,5 meq) est mise a gonfler dans 30 ml de N,N'-dimethylformamide (D. M. F. ) pendant une 
heure. 1 gramme de phosphoserine dans 5 ml d'eau est alors ajoute. On porte la suspension a 100 C C 
pendant 2 heures. Apres deux evaporations sous vide et remise en suspension dans le D. M. F. anhydre, 10 g 
de D. C. C. I. dans 20 ml de D. M. F. anhydre sont additionnes. Apres 18 heures a 110°C, la resine est lavee 
avec de la D. M. F. et de I'ethanol chaud. 

La condensation de la phosphoserine donne 1,6 meq/g de substitution (analyse identique pour le 
phosphore et r azote), soit 500/o de la masse de ia resine. 

Exemple 7 : Preparation d'une resine carboxymethyl Sephadex® phosphoryle 

La resine Sephadex® de base presente la structure chimique suivante : 



25 



30 



35 



40 





Elle resulte de ia reticulation, par I'epichlorhydrine, d'un dextrane de faible polydispersite. Elle est utilisee ici a 
I'etat en partie substitue par des groupes carboxymethyle. 

Premiere etape : Preparation d'une resine carboxymethyl Sephadex® aminohydroxyre. 
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Mode operatoire A : Formation du chlorure d'acide de la resine de depart, puis condensation d'une amine 
hydroxylee. 

10 g de carboxymethyl Sephadex® reticule (Pharmacia) - ci-apres designe comme CM Sephadex®, a 4 meq 
de COOH/g, sont mis a gonfler dans 150 ml de benzene (solution 1). 4,5 ml de chlorure de thionyle sont mis en 
solution dans 50 ml de benzene (solution 2). La solution 2 est ajoutee lentement a la solution 1. La temperature 
du milieu reactionnel est portee progressivement a une valeur de 50 a 70° C. La reaction dure 24 heures. Le 
produit est filtre et rince rapidement avec du benzene sec, puis essore. 

On effectue alors une condensation d'ethanoJamine, selon le schema reactionnel suivant : 




10 g du chlorure d'acide du CM Sephadex®, correspondant a environ 40 meq de chlore, sont places en 
suspension dans 150 ml de pyridine. De I'ethanolamine, en exces molaire de 3 par rapport aux fonctions 
chlorure d'acide (soit 7 ml), est alors ajoutee au milieu reactionnel (resine + pyridine), et la temperature est 
portee progressivement a 70° C : a 35-40° C pendant une heure, en faisant sulvre par un chauffage a 72° C 
pendant 24 heures. Le produit est filtre, rince a I'eau, lave a I'eau pour hydrolyser les chlorures restants, lave en 
solutions H20/ethanol de concentrations croissantes en ethanol, puis il est essore et seche sous vide, a 50° C, 
jusqu'a poids constant. 

Mode operatoire B : Couplage a la N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoleine (EEDQ) puis fixation 
d'une amine hydroxylee. 



Etape 1 : Couplage a I'EEDQ 




10 g de CM Sephadex® reticule sont places en suspension dans 70 ml d'eau. Le pH est ajuste a 3 par 
addition d'HCI 1 N. On ajoute alors lentement une solution de 20 g d'EEDQ (ce qui correspond a environ 80 
meq) dans 160 ml d'ethanol). Le milieu reactionnel doit rester sous agitation, a temperature ambiante pendant 
30 minutes. 

Etape 2 : Fixation de I'amine 
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80 meq d ethanolamine sont alors additionnes au milieu rcactionnel precedent (resine-H 2 0-EtOH-EEDQ), 
tres lentement, avec controle de la stabilite du pH entre chaque ajout. Le pH est control a une valeur 
d'approximativement 9.3 pendant toute la duree de la reaction, cest-a-dire pendant 20 heures, a temperature 
ambiante. 

Le produit est filtre, puis lave en melanges H 2 0/EtOH de concentrations croissantes en ethanol (jusqu'a 
1000/0). puis au methanol, avant d'etre essore, puis seche sous vide a 50°C jusqu'a poids constant. 

Dans ces deux modes operatoires, on peut conduire la reaction avec dautres amines hydroxylees, telles 
que propanolamine et hexanolamine, auquel cas le bras espaceur sera different. 

Deuxieme etape : Preparation du compose de I'intitule (phosphorylation analogue a I'Exemple 1C) 





HCl 
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35 0-CH -C-NH-CH^CH,OH 0-CH o -C-HH-CH -CH,.-0-P=0 

n u - „ 2 c ' 



» " - II CI 

0 



40 



45 



50 



60 





+ 2H^0 > \ OH / + 2 HCl 

Q\\\ Y u j 

91 I I OH 

0-CH -C-NH-CH,-CH^-0-?=0 O-CH^-C-NH-CH.-ChVO-P^O 

■ ci *■ n c * 6h 

O n 



10 g de CM Sephadex® aminohydroxyle sec (a 4 meq/g) sont places en suspension de trim ethyl phosphate 
PO(OCH 3 )3- On laisse gonfler la resine dans le solvant pendant 1 a 2 heures a la temperature ambiante. Puis 
55 dejoxychlorure de phosphcre POCI3 (45 meq) est ajoute au milieu resine-solvant. L'ensemble est porte a 
60 C C, et la duree de la reaction est de 18 heures. Le produit phosphoryle est alors hydrolyse par addition de 
quelques millilitres d'eau ; il est ensuite filtre el lave avec des melanges hteO/dioxanne de concentrations 
(1)/(2), puis (2)/(1), puis avec du dioxanne pur et du methanol. Le produit obtenu est alors essore puis seche 
sous vide a 50° C. 
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Exemple 8 : 

Dans cet Exemple, on decrira la courbe de titration qui est representee sur la figure 1 et qui est obtenue 
avec une resine 
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PS-<CH 0 > -O-P-OH 



\ 

OH 



(substitution en groupements phosphate : 60o/o), obtenue de la meme maniere qu'aux Exemples F2 (pour la 
fixation du bras espaceur) et 1 (pour la phosphorylation). Le produit titrant est la soude. On constate que la 
zone de pH qui definit les conditions optimales d'utilisation de cette resine comme support d'echange d'ions 
est centree autour de pH 7. Dans ces conditions, une telle resine favorise la separation de proteines sans 
risque de denaturation de ces dernieres. 

Exemple 9 : 

Cet Exemple illustre ('application de la resine de I'Exemple 8 comme support chromatographique. 

Les figures 2 a 5 sont des chromatogrammes obtenus en utilisant la resine de I'Exemple 8 dans une colonne 
en acier inoxydable de 250 x 4 mm, avec un systeme de chromatographic Hquide haute performance. L'elution 
des proteines se fait soit en tampon citrate 0,16 M pH = 5, soit en tampon Tris 0,05 M pH = 7,6 et cela a un 
debit de 0,1 ou 0,2 ml/mn. 

Cette resine a permis, en particulier, la separation par chromatographic liquide haute performance d'un 
melange constitue de Myoglobine et de Cytochrome C, comme le montre la figure 6. 

Legendes des figures : 

2 : Cytochrome C en tampon citrate 0,16 M, pH — 5, debit : 0,2 ml/mn, temps d'elution : 7,96 mn. 

3 : Cytochrome C en tampon Tris 0,05 M, NaCI de O a2M, pH «* 7,6, debit : 0,1 ml/mn, temps d'elution: 
68,38 mn. 

4 : Ribonuclease en tampon citrate 0,16 M, pH — 5, debit : 0,2 ml/mn, temps d'elution : 3,53 mn. 

5 : Albumine en tampon citrate 0,16 M, NaCI2M,pH — 5, debit :0,1 ml/mn, temps d'elution :18,5mn. 

6 : Cytochrome C + Myoglobine en tampon Tris 0,05 M, pH = 7,6, debit : 0,1 ml/mn, NaCI de O a 2 M 
temps d'elution : 

Myoglobine = 14,12mn; 
Cytochrome C = 71,06mn. 

Exemple 10 : 

Cet Exemple illustre I'utilisation comme immunoadsorbant specifique, de la resine : 



PS-<CH 2 > 2 



O 
li 

-O-P-OH 
I 

OH 



(substitution en groupements phosphate : 70Q/o), obtenue de la meme maniere qu'aux Exemples F2 (pour la 
fixation du bras espaceur) et 1 (pour la phosphorylation). 

La figure 7 montre I'adsorption d 'anticoagulants circulants (A. C. C. ) d'un serum lupique sur une resine 
porteuse de groupes phosphate. Sur la courbe sont cxprimes, en ordonnees, le temps de Cephaline - Kaolin 
(T. C. K. ) en secondes et, en abscisses, la dilution du serum dans du tampon. 

L'allongement du temps de coagulation du aux A. C. C. n'existe plus si le serum lupique a ete au prealable 
incube avec la resine. La courbe est alors identique a celle d'un serum humain normal. 

Sur la figure 7 : 
A : Serum lupique 

A : Serum lupique incube avec la resine de I'invention 
+ : Serum humain normal. 

De plus, le taux d'anticorps anti-ADN de ce serum mesure par le test de FARR, n'a pa varie indiquant que 
radsorption des A. C. C. sur cette resine est hautement specifique. 
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Ex mpl 11 : 

Cet exemple illustre ('utilisation, comme immunoadsorbant specifique, de la resine 



O 
H 

?S- (CH^)^-O-P-OH 



10 GH 

(substitution en groupements phosphate: 30%), obtenue de la meme maniere qu'a I'Exemple 10. 
La figure 8 montre I'isotherme d'adsorption d'lgG anti-ADN d'un serum lupique sur une resine porteuse de 
15 groupements phosphate. Sur les courbes, sont exprimees, en ordonnees, les concentrations molaires des 
IgG anti-ADN adsorbees sur la resine a J'equilibre, et, en abscisses, la concentration des memes IgG dans le 
serum lupique pour differentes quantites de polymere mises en suspension dans le serum. 



Sur la figu: 



■ & IS 



• : 3 22 £ cle polyra^re par 1 s4r utu 
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Exemple 12 : 

Cet exemple illustre r utilisation, comme phase stationnaire en chromatographie d'affinite, de la resine : 



O 
ii 

40 ?S- CCH^-O-P-OH 

~ * l 

OH 

45 (substitution en groupements phosphate: 640/o), obtenue de la meme maniere qu'a I'Exemple 10, pour la 
purification d'un facteur de RNA-Polymerase B requis pour la transcription de I'ADN. 

Dans cet exemple, un extrait cellulaire contenant le facteur de transcription UEF du promoteur majeur tardif 
de I'adenovirus-2 et d'autres polymeres biologiques en solution dans un tampon Tris-HCI 50 mM a pH 7,9, 50 
mM KCI est depose a 4°C sur une colonne chromatographique constitute de 300 u.l de la resine prealablement 
so equilibree dans le meme tampon. 

Une elution effectuee avec une solution tampon Tris-HCI 50 mM a pH 7,9, KCI 1 M, permet d'obtentr le 
facteur UEF a un haut degre de purete. La caracterisation du facteur est effectuee par deux mdthodes : 

• electrophorese en gel de polyacrylamide qui revele la presence du facteur UEF purifie ; 

• mise en evidence de I'activite biologique du facteur UEF selon la methode decrite par V. Moncollin et Coll.. 
55 Embo Journal, Vol. 5, page 2577-2584 (1986). 

Cet exemple demontre que la resine fixe specifiquement le facteur UEF a ('exclusion des autres 
constituants du complexe de transcription pourtant presents dans I'extrait cellulaire initial, et illustre les 
possibilites d'utilisation de la resine en chromatographie d'affinite pour ia purification de polymeres d'origine 
biologique. 



Exemple 13 : 



Cet exemple illustre I'utilisation, comme immunoadsorbant specifique, des polystyrenes phosphoryles 
obtenus de la meme maniere qu'a I'Exemple 10. 
65 La figure 9 represente I'adsorption des anticorps anti-ADN d'un serum lupique a quatre dilutions sur des 
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polystyrenes phosphoryles a differents taux de substitution en groupement phosphate. 

Legende de la figure 9 : 

Abscisses : taux de substitution en groupements phosphate (°/o) 
Ordonnees : pourcentage d'anticorps anti-ADN adsorbes 
O : serum a 100Q/o 
♦ : serum a 80% 
■ : serum a 60<Vo 
X : serum a 40% 

Les resultats obtenus indiquent qu'il existe un taux de phosphate optimal (voisin de 30%) pour P adsorption 
specifique des anticorps anti-ADN sur ce type de resine. 

Exemple 14 : 

Cet exemple illustre Putilisation des polymeres synthetises en tant que supports pour le dosage d'anticorps. 

Dans cet exemple, les resines.obtenues de la meme maniere qu'a I'Exemple 10 (substitution a 58 ; 64 et 
71%) sont incubees pendant 1/2 heure a 4°C avec trois categories de plasma : la premiere est constitute de 
plasma humain normal ; la seconde, de plasma lupique contenant des anticoagulants circulants (A. C. C. ) ; et 
la derniere, de plasma lupique avec anticorps anti-ADN. 

Apres centrifugation, elimination du surnageant et lavages des polymeres en tampon borate 0,1 M - serum 
albumine bovine (BSA) 0,2% (pH = 8, 4), on ajoute a la resine une solution d'anticorps anti-Fc humain 
radiomarque a Piode 125. Apres 4 heures a 4°C sous agitation, on effectue les memes operations de lavages 
que precedemment. La resine est alors introduite dans un compteur gamma. 

Les quantites d'anticorps anti-Fc humain fixees sur les resines sont alors plus importantes dans le cas des 
incubations avec les plasmas lupiques (figure 10), notamment avec ceux contenant des A. C. C. Ceci verifie 
bien que les anticorps lupiques sont adsorbes specifiquement par leur fragment Fab, iaissant ainsi leur 
fragment Fc libre. 

La quantification des anticorps fixes specifiquement est alors directement possible. De plus, le dosage des 
anticorps presents dans le plasma des malades lupiques est ainsi effectue a Paide de ces resines. 

Legende de fa figure 10 : 

Ordonnees : pourcentage dlgG anti-Fc adsorbees 
0 : resine a 71 Wo de groupes phosphate 
□ : resine a 58% de groupes phosphate 
B : resine a 64% de groupes phosphate 



Revendications 



1 - Polymere derive d'un polymere ou copolymere reticule du styrene, ou d'un dextrane reticule, 
caracterise par le fait que la chalne du polymere ou copoiymere de base est substitute par un ou 
plusieurs groupes, identiques ou differents, appartenant aux categories suivantes : 

-Z-A1; 
-Z-A 2 ; 
-Z-Ai-Z'-A 2 ; 
-Z-A1-A3-A2 ; 

-Z-A1-A4 
ou : 

- Z represente une chaine d'espacement ; 

- Z' represente une chaTne de liaison ; 

- A1 represente un reste phosphate ; 

- A2 represente le reste d'une base purique ou d'une base pyrimidique ; 

- A3 represente un reste de sucre ; et 

- A4 represente un reste d'une molecule intervenant dans la structure polaire des divers phospholipides. 

2 - Polymere selon la revendication 1 , caracterise par le fait que Z est choisi parmi les restes : 

• -(CH2)n)- , n valant de 1 a 6, eventuellement rendu hydrophile par remplacement d'au moins un H par un 
OH ; ou 

• -S02-NH-(CH2)m- , m valant de 1 a 6, le reste -(CH 2 )m-etant eventuellement rendu hydrophile par 
remplacement d'au moins un H par un OH ; et 
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• dans le cas de la modification d'un dextrane reticule, egalernent -CH 2 - C -NH-(CH 2 ) q -, 

t 

O 

q valant de 1 a 6, le reste -(CH 2 ) q - etant eventuellement rendu hydrophile par remplacement dau moins un 
Hparun OH. 

3 - Polymere selon la revendication 2. caracterise par le fait que Z est choisi parmi les restes -CH 2 - ; 
-(CH 2 ) 2 - ; -(CH 2 ) 3 - ; - S0 2 -NH-(CH 2 )2ou3- ; -S0 2 -NH-CHOH- ; et -SO2-NH-CH2-CHOH-CHOH- ; et, dans 

le cas de la . modification d'un dextrane reticule, egalernent, -CH 2 - c -NH-(CH 2 ) 2 - . 

9 

O 

4 - Polymere selon rune des revendications 1 a 3, caracterise par le fait que Z' represente -(CH 2 ) P - , p 
valant de 1 a 6, ce reste etant eventuellement rendu hydrophile par remplacement d'au moins un H par un 
OH. 

5 - Polymere selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise par le fait que A 2 represente le reste 
dune base purique choisie parmi I'adenine et la guanine, ou le reste d'une base pyrimidique choisie parmi 
la cytosine, la thymine et I'uracile. 

6 - Polymere selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise par le fait que A3 represente le reste d'un 
pentose, et, notamment, du D-ribose ou du 2-desoxy-D-ribose, relie par son groupement -CH 2 - au reste 
phosphate 

7 - Polymere selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise par le fait que A4 represente une 
molecule esterifieede choline, d'ethanolamine, de serine, de glycerol ou d'inositol. 

8 - Polymere selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise par le fait que le polymere de base est un 
polymere ou un copolymere reticule du styrene et que la substitution de la chafne du polystyrene 
seffectue en position para du noyau phenyle. 

9 - Polymere selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise par lefait que (e polymere de base est un 
polymere ou un copolymere reticule du styrene et que chaque groupe phenyle non implique dans la 
reticulation peut porter un substituant tel que defini a la revendication 1 . 

10 - Polymere selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise par le fait que le polymere de base est 
un polymere ou un copolymere reticule du styrene et qu'il a ete reticule avec au plus 5<>/o en poids d'au 
moins un monomere de reticulation, comme le divinylbenzene. 

11 -Polymere selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise par le fait qu'il resulte de la 
modification d un polystyrene de base se presentant sous la forme de billes d'une dimension voisine de 
50 um. 

12 - Polymere selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise par le fait qu'il resulte de fa modification 
d'un dextrane reticule par I'epichlorhydrine, ledit dextrane portant eventuellement des substituants 
carboxymethyle. 

13 - Procede de preparation du polymere derive du (co) polymere reticule du styrene, ou du dextrane 
reticule, tel que defini a Tune des revendications 1 a 12, caracterise par le fait qu'il comporte la fixation sur 
le polymere ou copolymere reticule de base (polystyrene ou dextrane), en une ou plusieurs etapes, un 
reste -Z-OH, ou, dans le cas du polymere ou copolymere du styrene, d'un reste -Z-X (ou X represente un 
halogene et Z est tel que defini a la revendication 1), puis 

(I) dans le cas ou I on a fixe un reste -Z-X, la reaction du polystyrene ainsi modifie avec une base 
purique ou pyrimidique, afin de former le substituant -Z-A 2 ; 

(II) dans le cas ou I on a fixe un reste -Z-OH, 

(lla) la phosphorylation du polymere ou copolymere ainsi modifie, afin de former le substituant -Z-Ai ; 
puis 

• lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-Ai-Z'-A 2l la reaction du reste -Z-A1 avec une base 
purique modifiee, schematisee par la formule : 



50 
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ou avec une base pyrimidique modifiee schematisee par la formule : 
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-OH 



10 

• lorque Ton souhaite former le substituant -Z-A1-A3-A2, la reaction du reste -Z-A1 avec un 
nucleoside de formule -A3-A2, resultant de la liaison de I'azote 9 d'une base purique ou de ('azote 1 
d'une base pyrimidique avec le carbone 1' d'un sucre ; 

• lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-A-I-A4, la reaction du groupement -Z-A1 avec une 15 
molecule intervenant dans la structure polaire des divers phospholipides ; ou bien 

(lib) lorsque Ton souhaite former directement le substituant -Z-A1-A3-A2, la reaction du polymere ou 
copolymere ainsi modifie avec un nucleoside monophosphate de formule A1-A3-A2 ; 
(He) lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-A-rZ'-A2, la reaction du polymere ou copolymere 
ainsi modifie avec une base purique transformee, schematisee par la formule : 20 




Cla) 
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et qui est obtenue par phosphorylation de la base purique modifiee de formule (I), ou avec une base 
pyrimidique transformee, schematisee par la formule : 
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et qui est obtenue par la phosphorylation de la base pyrimidique modifiee de formule (II) ; ou bien 
(lid) lorsque Ton souhaite former le substituant -Z-A1-A4. la reaction du polymere ou copolymere 
ainsi modifie avec un reste A4 phosphoryle. 

14 - Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene le radical -CH2-X en faisant 
reagir ledit polystyrene avec un halomethyl methyl ether en presence de chlorure stannique. 

15 - Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene le radical -CH2-OH, en faisant 
reagir, en presence d'un catalyseur transfert de phase, la resine obtenue par le procede selon la 
revendication 13 avec I'acetate de potassium, puis en hydrolysant I'acetate obtenu par la potasse 
concentree. 

16 - Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene, le radical -CH2-CH2-OH, 

• en faisant reagir la resine obtenue par le procede selon la revendication 13 avec le cyanure de sodium, 
en presence d'un catalyseur transfert de phase, pourobtenir le substituant -CH2-CS N ; 

• puis en faisant reagir le polystyrene ainsi modifie avec Tacide chlorhydrique en milieu alcoolique, afin 
d'obtenir le substituant -CH2-COOH ; 

• puis en reduisant par le diborane afin d'obtenir le substituant TCH2-CH2-OH. 

17 - Procede selon ia revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
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un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene, I radical -CH2-CH2-CH2-OH, 
• en condensant un malonate d'alkyle sur la resine obtenue par le procede selon la revendication 13, afin 
d'obtenir le substituant : 

COOR 

/ 

- CH^-CH 

\ 

COOR 



(R etant un reste alkyl) ; 

• puis, en hydrolysant la fonction diester ainsi obienue pour donner une fonction diacide a laquelle on fait 
subir une decarboxylation en milieu acide, afin d'obtenir le substituant -CH2-CH2-COOH; 

• puis en reduisant par le diborane afin d'obtenir le substituant -CH2-CH2-CH2-OH. 

18 - Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene, le radical -S02-NH-(CH2)2 ou 
3-OH, 

• en faisant agir I'acide chlorosulfonique sur le polystyrene de depart, de fapon a obtenir le substituant 
-SO2CI, 

• puis, en faisant agir Tethanolamine ou la propanolamine sur le substituant precite. 

19 - Procede selon fa revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un polystyrene reticule, et qu'on commence par fixer sur ledit polystyrene, le radical -SO2-NH-CH2- 
CHOH-CH2OH, 

• en faisant reagir I'acide chlorosulfonique sur le polystyrene de depart, de fapon d'obtenir le substituant 
-SO2CI ; 

• puis, en faisant agir l'amino-3 propanediol-1,2 sur le substituant precite. 

20 - Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait qu'on utilise, comme polymere de depart, 
un dextrane reticule eventuellement partiellement substitue par des groupes carboxymethyle, et qu'on y 
fixe le radical -NH-(CH2)q-OH, q allant de 1 a 6, par reaction avec un halogenure de thionyle puis par 
reaction avec une amine de formule OH-(CH2)q -NH2, ou bien a I'aide d'un agent de couplage, par 
condensation avec ladite amine hydroxylee. 

21- Procede selon Tune des revendications 13 a 20, caracterise par le fait qu'on realise la 
phosphorylation a I'aide du dichlorophosphate de methyle, de I'acide phosphoreux, ou de I'oxychlorure 
de phosphore, et notamment a I'aide de I'oxychlorure de phosphore. 

22 - Procede selon Tune des revendications 13 a 21, caracterise par le fait qu'on prepare les bases 
modifiees des formules (I) ou (II) dans lesquelles 2' = -CH2-CH2- en faisant reagir ladite base avec le 
carbonate d'ethylene en presence d'un catalyseur transfert de phase. 

23 - Procede selon I'une des revendications 13 a 22, caracterise par le fait qu'on realise la reaction du 
reste -Z-A1 sur les bases modifiees des formules (I) ou (II) a I'aide d'un agent de couplage, tel que la 
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide. 

24 - Procede selon I'une des revendications 13 a 22, caracterise par le fait qu'on prepare une base 
modifiee de formule (la) ou (lla) en phosphorylant avec POCI3 la base correspondante de formule (I) ou 
(II), puis on condense ladite base de formule (la) ou (lla) sur le substituant -Z-OH a I'aide d'un agent de 
couplage, tel que la N.N'-dicyclohexylcarbodiimide. 

25 - Utilisation du polymere derive d'un polymere ou copolymere reticule du styrene, ou d'un dextrane 
reticule, tels que definis a I'une des revendications 1 a 12, comme phase stationnaire en chromatographie 
d'echanged'ions. 

26 - Utilisation du polymere derive d'un polymere ou copolymere reticule du styrene, ou d'un dextrane 
reticule, tels que definis a I'une des revendications 1 a 12, comme phase stationnaire en chromatographie 
d'affinite. 

27 - Utilisation selon la revendication 26, pour realiser des epurations selectives des differents types 
d'anticorps developpes par les malades lupiques. 

28 - Utilisation selon I'une des revendications 25 et 26, pour la purification d'enzymes, de co-enzymes 
ou de complexes enzymatiques, admettant comme substrats, I'ADN, TARN et les nucleotides. 

29 - Utilisation selon I'une des revendications 25 et 26 pour la purification a parti r de divers extraits 
plasmatiques, des facteurs de la coagulation sanguine. 

30 - Utilisation du polymere derive d un polymere ou copolymere reticule du styrene, ou d'un dextrane 
reticule, tels que definis a I'une des revendications 1 a 12, pour la purification des molecules d'origine 
biologique, telles que les proteines interv nant au cours du processus de la coagulation sanguin , t 
dans des systemes d'analyse biologique, tels que RIA, ELISA, electrophores , immunoelectrophorese 
mono- et bi-dimensionnelle. electrofocalisation. 

31 - Utilisation selon la revendication 30, pour realiser les dosages des differents types d'anticorps 
lupiques, et, notamment, le dosage des anticoagulants circulants et/ou des anti-phospholipides. 
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